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論文内容要旨
 膵ランゲルハンス島(ラ島)β細胞は生体で唯一インスリン産生をしている細胞であるが,再
 生増殖能に乏しく,その障害により容易に高血糖・糖尿病状態を引き起こす。1984年,90%膵
 切除ラットにニコチン酸アミド等のポリADPリボース合成酵素(PARP)阻害物質を投与する
 と,ラ島β細胞の再生増殖が誘導され,糖尿病状態が改善することが示された。1988年,この
 再生ラ島で特異的に発現している遺伝子,Regeneratinggene(Rεg遺伝子)が単離された。さ
 らにRεg遺伝子がコードしているReg蛋白質は,加v〃。ろ'nvivoで膵β細胞の再生増殖因子と
 して機能していることも明らかにされ,Rεg遺伝子やReg蛋白質を用いて糖尿病患者自身の膵
 β細胞を再生増殖させる再生医療の可能性が考えられるようになってきた。
 申請者らは最近,Rεg遺伝子のβ細胞での転写誘導調節機構を検討し,IL-6と
 dexamethasone(Dx)を同時添加するとRεg遺伝子のプロモーター領域にPARPが結合し転写
 因子複合体を形成しRεg遺伝子の転写が誘導されることを見出した。また,Reg蛋白質受容体
 の単離にも成功し,Reg受容体発現細胞は,Reg蛋白質依存的な細胞増殖を示すことを明らか
 にした。この際,高濃度のReg蛋白質により細胞数は逆に減少することから,過剰量のReg蛋
 白質がβ細胞のapoptosisを引き起こすことも明らかになった。
 一方,Hepa七〇cyteGrowthFactor(HGF)は間葉系細胞から産生され,種々の臓器・細胞
 に対して細胞分裂や形態形成のみならず,抗apoptosis作用を有すことが知られており,膵β細
 胞の分化・増殖への関与も考えられてきた。本研究で,申請者はReg蛋白質によるβ細胞再生
 増殖へのHGFの関与を明らかにすることを目的に,ラットインスリノーマ由来のβ細胞株
 RINm5F細胞を用い以下の実験を行った。
 TUNEL法によるapoptosisの検出とWST-1cleavage法による細胞数の検討から,高濃度の
 Reg蛋白が引き起こすRINm5F細胞のapoptosisは,HGFの添加もしくはIL-6とDxの両者
 の添加で阻害され,細胞数の増加が確認された。しかし,Reg蛋白質を培地に加えずにHGFの
 み添加しただけではRINm5Fβ細胞数の増加は認められなかった。
 次いでIL-6/DxによるHGF発現を検討するため,HGF遺伝子の発現をRT-PCR法で検討し
 た。RINm5F細胞の培養培地にIL-6またはDxを単独で添加しただけでは,無添加時と同様に
 HσFmRNAの発現を認めなかった。これに対して,IL-6/Dxを同時に添加するとHσFmRNA
 の発現が明らかになった。このIL-6/DxによるHσFmRNAの発現誘導はラット分離ラ島を用
 いた実験でも確認された。また,実際にHGF蛋白がRINm5F細胞培養液中に分泌されている
 ことを確認した。
 HσFmRNAの発現は転写レベルでの発現誘導である可能性が考えられたので,ラットHσF
 一274一
 遺伝子の5'上流域(一1,336～+59)を単離し,ルシフェラーゼ遺伝子の上流に導入したレポー
 タープラスミドを作製して,RINm5F細胞に導入し,転写活性を検討した。HGFプロモーター
 の転写活性はIL-6/Dxの同時添加で誘導されたが,IL/6やDxの単独刺激時のプロモーター活
 性は無添加時と差が無かった。IL-6とDxの同時添加は申請者らが既に報告したようにRεg遺
 伝子の転写誘導を引き起こすので,IL-6/Dx刺激で培地に放出されたReg蛋白質がHGF遺伝子
 の転写誘導を引き起こす可能性を考え,培地にReg蛋白質を添加してHGFプロモーター活性を
 検討したが,HGFプロモーターの活性化は起こらず,ηGF遺伝子とRεg遺伝子は同一の刺激に
 より,互いに独立した機構で転写活性化が生ずることが考えられた。実際,Rεg遺伝子はニコチ
 ン酸アミド等のPARP阻害剤を培地に加えるとIL-6/Dxによって誘導されたプロモーター活性
 がさらに上昇するのに対し,H(}FプロモーターではPARP阻害剤によるプロモーター活性の上
 昇は認められなかった。
 欠失変異体を用いた転写活性の検討を行ったところ,HσF遺伝子上流の一96～一52の領域が
 β細胞でのIL-6/DxによるHσF遺伝子の転写に必須の領域であることが明らかになった。この
 領域にはSTAT,Nrf-2,GATA,HSF-2の結合しうる塩基配列が認められた。そこで,これら
 の転写因子が結合出来なくなるような改変を行ったHσF遺伝子プロモーターを用い,転写活性
 を検討した。STAT結合領域を改変したSTAT-M1,STAT/Nrf-2共に改変したSTAT-M2,
 GATA/HSF-2の両方の結合領域を改変したGATA-Mのうち,STAT-Mi,STAT-M2でのみ
 転写活性の低下を認め,両変異プロモーターの転写活性には差がなかった。従って,STATが
 結合しうる塩基配列がβ細胞でのIL-6/Dxによる万σFの転写調節に重要な役割を果たしている
 と考えられた。
 以上の結果より,β細胞ではIL-6/Dxの存在下で〃σF遺伝子が発現し,このHGFが高濃度
 のReg蛋白質によるapoptosisを抑制し,その結果Reg蛋白質のβ細胞増殖促進効果によりβ
 細胞数がさらに増加すると考えられた。このように考えると,生体でラ島やその周辺の炎症に伴
 い一過性に認められるβ細胞の再生増殖現象が理解し得る。HGFはReg蛋白質によるβ細胞の
 apoptosisを抑制することから,HGF投与やβ細胞へのHσF遺伝子導入,〃GF遺伝子の転写
 活性化により,Reg蛋白質によるβ細胞再生増殖が増強される可能性が考えられた。今後,糖
 尿病治療法としてRegとHGFの協調作用を利用したより効果的な膵β細胞再生増殖誘導とい
 う戦略も可能と考えられる。
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 審査結果の要旨
 膵ランゲルハンス島(ラ島)β細胞は生体で唯一インスリン産生をしている細胞だが,再生増
 殖能に乏しく,その障害により容易に高血糖・糖尿病状態を引き起こす。1984年,90%膵切除
 ラットにポリADPリボース合成酵素(PARP)阻害物質を投与すると,ラ島β細胞の再生増殖
 が誘導され,糖尿病状態が改善することが示された。1988年,この再生ラ島で特異的に発現し
 ている遺伝子,Rεgθnεro'ionggεηε(1～εg遺伝子)が単離され,Rεg遺伝子がコードしているReg
 蛋白質は,ノn痂ro,invlvoで膵β細胞の再生増殖因子であることも明らかにされ,Rεg遺伝子や
 Reg蛋白質を用いて糖尿病患者自身の膵β細胞を再生増殖させる再生医療の可能性が考えられ
 るようになってきた。また他g遺伝子のβ細胞での転写誘導調節機構を検討し,IL-6と
 dexamethasone(Dx)を同時添加するとR8g遺伝子の転写が誘導されること,またReg蛋白質
 受容体を単離しReg受容体発現細胞はReg蛋白質依存的な細胞増殖を示すが過剰量のReg蛋白
 質がβ細胞のapoptosisを引き起こすことも明らかにした。一一方,HepatocyteGrowthFactor
 (HGF)は間葉系細胞から産生され,種々の臓器・細胞に対して抗apoptosis作用を有すことが
 知られており,膵β細胞の分化・増殖への関与も報告されてきた。本研究で,申請者はReg蛋
 白質によるβ細胞再生増殖へのHGFの関与を明らかにすることを目的に,ラットインスリノー
 マ由来のβ細胞様RINm5F細胞を用い検討を行っている。
 TUNEL法とWST-1cleavage法から,高濃度のReg蛋白が弓1き起こすapoptosisは,HGF
 の添加もしくはIL-6とDxの両者の添加で阻害され,細胞数の増加が確認された。しかし,Reg
 蛋白質を培地に加えずにHGFのみ添加しただけではRINm5Fβ細胞数の増加は認められなかっ
 た。RT-PCR法の検討で,RINm5F細胞およびラット分離ラ島の培養培地にIL-6/Dxを同時
 に添加した際にHGFmRNAの発現を認めた。また,実際にHGF蛋白がRINm5F細胞培養液
 中に分泌されていることを確認した。転写活性の検討で,HσFプロモーターの転写活性はIL-
 6/Dxの同時添加で誘導された。欠失変異体を用いた転写活性の検討で,H(}F遺伝子上流の一96
 ～一52の領域がβ細胞でのIL-6/DxによるHσF遺伝子の転写に必須の領域であることを明ら
 かにした。この領域の結合領域を改変した転写活性解析からSTATが結合しうる塩基配列がβ
 細胞でのIL-6/DxによるHσFの転写調節に重要な役割を果たしていると考えられた。
 以上より,β細胞ではIL-6/Dxの存在下でHGF遺伝子が発現し,このHGFが高濃度のReg
 蛋白質によるapoptosisを抑制し,その結果Reg蛋白質のβ細胞増殖促進効果によりβ細胞数
 がさらに増加すると考察している。本研究は,HGFはReg蛋白質によるβ細胞のapoptosisを
 抑制することを明らかにしており,HGF投与やβ細胞へのHGF遺伝子導入,HσF遺伝子の転
 写活性化により,Reg蛋白質によるβ細胞再生増殖が増強される可能性が考えられ,今後糖尿
 病治療法としてRegとHGFの協調作用を利用したより効果的な膵β細胞再生増殖誘導の可能
 性を示したという点で,学位論文に値する重要な研究といえる。
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